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要 旨
真菌の日和見感染に対する防1~11;問主構を調べる目的で， JI旬腺を欠損するヌードマウスに 11spψ 
rgillus jllllligatlls K司 2株の胞子を 1 X106 {I回静脈感染させ， その防御反応について胸腺を有
するヘテロマウスと比較した。本株は脳に対する侵襲性を有している。結果として接種後30日
目まで両群とも大部分が生存し， 12日目までの菌の臓器内分布では，月前においては両群とも 5
日目まで菌が増殖し以後減少する。その他の臓器，肝，腎，牌にも菌は認められたが，量的に
両群の聞に差はなく，また肺には菌はほとんど認められなかった。病理組織学的にみて，病変
は主に脳に認められた。接種後 3日固まで菌糸が認められ，この時期に多核白血球 (PMN)の
浸潤が最大となり，以後単核の細胞の出現と共に治癒過程へと移行していった。この事実から
本菌の脳における排除には PMNが主要な役割を果たすことが示唆された。
一方，両群の腹腔内マクロファージの本菌に対する， in vitroの食作用にも差は見い出せな
った。そこでマクロファージの作用を調べるため両群の背景となっている BALB/cマウスに
マクロファージ阻害剤のカラギーナンを投与したところ，本菌に対する感受性が著しく増加し
た。以上から本菌の静脈感染に対しては PMN，マクロファージが防御因子として働き， T細
胞の関与はほとんどないと考えられる。
損が発病を招くか定かではない。また実験的なアスペ/レ
号雪
庄司緒 ギノレス症も正常な動物では起こしにくく，マウス，ラッ
細菌感染症においては，多数の化学療法剤が開発さ トもステロイド剤投与等によって感染に成功した報告が
れ，優れた治療効果をあげつつあるが，深在性真菌症の 多い7-12)。しかしこの薬剤による免疫低下のどの部分が
化学療法剤は未だその数も効果も著しく限られている。 感染成立をもたらすのか明らかではない。
新しい抗真菌剤の開発には，真菌感染の成立機構の充分 先天的に胸腺を欠損するヌードマウスは，胸腺を有す
な理解が必要で、あるが，これについても研究が最近漸く るマウス(ヘテロマウス)と比較して，Listeria，13)， 
その緒についたばかりである。 J¥1ycobacterium14)15)等の細胞内寄生性細菌による実験
一方，近年広域抗生物質やステロイド剤の使用によ 感染に対し，強い感受性を示すことが報告されており，
り，真菌による日和見感染 (opportunisticinfection) これらの菌に対する宿主防御因子として胸腺由来リンパ
は増大しつつある。代表的な opportunisticfungiの 1 球 (T細胞)が重要な働きを担っていることが明らかに
つである A~pergilllts jωu・gatusはこれらの薬剤を投 された。 Histoplasmacapsulatum，Sporothrix sch・
与された患者1・3)や， 白血病， CGDの患者4・6)に発病す enckiiは明らかに細胞内容生菌であることが確立してい
ることが報告されている。これらアスペルギノレス症の患 るが， C dia，Aゅugillusについてはこの点も充分に仰 ・ 
者の免疫不全として，好中球殺菌作用の欠損， T細胞数 明らかでない。しかしこれらの真菌も食細胞内において
の減少等が報告されているが，防御機構のどの部分の欠 殺菌されず，逆に生育を続け遂には食細胞を破壊する16) 
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ことは，形態的に細胞内寄生細菌に類似している。著者
は， ./Ljunugatlls感染に対する宿主の防衛l機構として
の胸腺の役割を調べる目的で，ヌードマウス及び、ヘテロ
マウスに本菌を感染させ，両者に対する感受性の差を検
討したので，得られた知見を報告する。
実験材料および方法 
1. 使用菌株
千葉大学生物活性研究所食中毒研究部宮治教授より分
与された Aspergillusfumigatus K・2株を使用した。本
菌を 2%グノレコース添加ジャガイモエキス斜面寒天培地
で37OC14日間培養した後，胞子はツィーン80を0.01% 
含んだ 1/15 M リン酸緩衝液(pH7.4)に懸濁され， 均
ーな浮遊液とした。続いてトーマの血球計算盤で、胞子数
を数え， 0.lm1中に 1X 106個の胞子が含まれるように
菌液を調製し，0.lm1をマウス尾静脈より接種した。 
2. 使用動物
日本クレアより購入した BALB/cを背景とする雄5
週齢の胸腺欠損のヌードマウス (nu/nu)及び胸腺を有
するヘテロマウス (nu/+) を使用した。両マウスとも 
SPF条件下で飼育した。またカラギーナンの影響を検討
するため，静岡実験動物より購入した雄5週齢の BALC 
/cマウスも使用した。 
3. 薗の逆培養
ヌードマウス及びヘテロマウスを菌接種後， 1， 3， 
5，7， 9，12日目にそれぞれ2匹ずつ屠殺し，各臓器
を摘出した。得られた臓器はホモジナイザーで， 10m1 
の滅菌生理食塩水とともにすりつぶし，得られたホモジ
ネートは，そのままあるいは滅菌生理食塩水で10倍また
は100倍に希釈したものを， 1m1シャーレに加え，更に 
39-40O Cに保たれた液状のサプロー寒天培地を加えた
後， 370Cで1週間培養した。発育するコロニー数を測
定し，後に述べる基準に従って表示した。 
4. 病理組織の検討
ヌードマウス及び、ヘテロマウスを菌接種後， 1，2， 
3， 4，5，7，20日目にそれぞれ 1匹ずつ屠殺し，各
臓器を10%ホルマリンに固定した。通常の手段を用いて
脱水，包埋後，組織切片を作成し， H.E.及び PASで
染色した。 
5. カラギーナンの投与
カラギーナン (Sigmaネ土)を 5mg/m1となるように
生理食塩水に溶解し，高圧蒸気滅菌を行った後， 0.lm1 
をマウス腹腔内に接種した。接種後24日寺間目に接種ある
いは腹腔内マクロファージの食菌率の測定を行った。 
6. 食菌率の測定
ヌードマワス及びヘテロマウスに 5%ペプトンー 5%
スターチ溶液を2.5m1腹J室内に接種し， 5日後誘導され
た腹腔内マクロファージを以下の如く採取し調製した。
マウスを屠殺後，ハンクス液を腹腔内に接種した後，注
射器で腹腔内の細胞を吸引採取した。得られた細胞を同
液で洗i陣後， 2X 106cells/m1となるように調製し，カパ
ースリップを含む組織培養用シャーレに 1m1ずつ加え，
次いで37"C，5 % C02下で約 3時間培養し，マクロフ
ァージをガラス面に付着させた。非付着細胞を20%の仔
牛血清を含む組織培養液 RPMI1640で洗い流し，付着
細胞は， 2 X106個のA.fwnigatusの胞子を含む， 20 
%仔牛血清加 RPMI 1640中で 370Cで培養した。培
養 1時間後，カパースリップはメタノーノレで固定し， 
Wright染色後，食菌を行っている細胞数を計測した。
カラギーナン投与マウスは，投与後24日寺問目の腹腔内マ
クロファージを，上記同様に採取，調製して食菌率を測
定した。食菌率は 100個の食細胞中，食菌を行っている
細胞の割合で示した。
実験成績 
1. 菌の臓器内分布
ヌードマウス及びヘテロマウスに胞子を接種し，両者
の生存率を比較した。結果は Tab1e 1に示した。接種
後 1カ月以内にヌードマウスが 2匹，ヘテロマウスが 1
匹死亡した。次に両マウスにおける菌の臓器内分布を
接種後12日目まで追跡し， 結果を Tab1e 2に示した。 
A. fllmigatusは糸状菌であるため通常の平板測定法で
は正確な菌数は測定できない可能性がある。そこで得ら
れた結果は， 10倍希釈平板(ホモジネートを直接加えた
平板) 3枚中， 1枚あるいは 2枚に菌が認められるもの
を(:!:)， 3枚すべてに菌が認められるものを(+)， 100 
倍希釈平板3枚中にすべて菌が認められるものを(十ト) 
Tab1e l. Mortality rate in nu/nll ancl 
nu/+ mice infectecl with 
A. fu:ntigatus. 
Number of mice'clieclGroups by 1st month 
nu/nll mice 2/10 

nuん nuce 1/10 

とした。この結果，接種後12日目までの菌数は，調べた
範囲の臓器において，ヌードマウスとヘテロマウスの聞
に有意な差は認められなかった。 
2. 病理組織学的知見
ヌードマウス及びヘテロマウス共に主に中枢神経系に
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Table 2. The viable count of A.jll/Jligatlls in each organ from nu/nu and nu/十 mice.
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Table 3. Histpoathological findings in brains from nu/nu and 
nu/十 miceinfected with A.jum.な'atus. 
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おいて病変が認められた。大脳における病理組織学的知
見は Table 3に示した如くであった。 ヌードマウスの
場合は胞子接種後 1日目より出血を伴った小膿療(直
径 0.01-0.03mm)が大脳全体に散在性に見出された 
(Figs. 1 and2)。浸潤細胞は主に多核白血球 (PMN)
より成り，菌糸の周囲に密集して小膿療を形成してい
た。しかしながら PMNによる貧食像はみられなかっ
た。他に数は少ないが，クロマチンの少ない明るい単核
のやや大型の細胞も混在していた。接種後 1日目の標本
においては，この小膿蕩は十数個数えられ， Table 3で
はこれを(+)と表示した。以後 3日目までこの小膿療
は数を増し，かっ融合し，病巣は拡大していった(最大
径O.08mm) (Fig. 3)0 Table 3ではこれを(-Ht)と表
示した。これらの病巣の中心部の菌糸及びその断片は，
時間の経過と共に PAS染色性が低下し形もくずれてい
った。病巣は 3日目をピークとして以後は治癒過程へと
移行していった。即ち， PMN及びその破壊産物である
核片で充たされた軟化壊死巣とそれを取り囲む単核の細
胞より成る層が観察され， もはや菌要素を見出すことは
できなかった。
ヘテロマウスの場合もヌードマウスとほぼ同様の所見
を示した。 Table3に示したように接種後 2日目に菌糸
の周囲に PMNを主体とした細胞浸潤が散見された。
接種後 3日目に炎症反応は最高となり以後ヌードマウス
と同様に治癒過稜へと移行していった (Fig. 4)。
肝においては，ヌードマウスおよびヘテロマウス共に
初期に軽度の病変が認められた。即ち接種後 1日目及び 
2日目の標本において散在性に， PMN，リンパ球及び、
組織球よりなる微少な細胞浸潤巣が観察された (Fig. 
5)。菌要素としては細胞浸潤巣の組織球に食食された
胞子が散見された。接種後 2日目の標本においては浸潤
細胞は組織球のみになった。接種後 3日目以後は細胞浸
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潤巣は観察されなくなり，類洞内皮内にも胞子は見出さ
オもなかった。
以上，主なる病変の場である中枢神経系においても，
また肝においても両群の聞に著明な差は見出されなかっ 
た。
中枢神経系および肝以外の!臓器に関しては，胞子接種
後 3日目のヌードマウスの腎に膿疹形成を見た以外，特
別な変化を，胸腺，心，R市，牌，日事，腹J:空リンパ節及び
パイエノレ板に見出せなかった。このヌードマウスの腎で
は腎乳頭に比較的大きい膿:虜が形成されており，膿場内
には病巣周辺に向ってY宇状分岐を繰り返して増殖する
菌糸が認められた (Fig. 6)。 
3. カラギーナンの影響
有効なマクロファージの阻害剤として知られるカラギ
ーナンを0.5mgBALB/cマウスに腹腔内投与し， 接種 
24時間後の腹腔内マクロファージの食菌率を調べた。 
Table 4に示すように無処理群に比べてマクロファージ
の食菌率は低下していた。 この条件下の BALB/cマウ
スと無処理群マウスに .4.fUllZigatlωを接種し，両群
の生存率を比較した。カラギーナン投与群は接種後14日
目まで、に全マウスが死亡したのに対し，無処理群は接種
後30日目まで全マウスが生存した (Fig. 7)。 
4. ヌ}ドマウス及びヘテロマウスの腹腔内マクロフ
ァージの食菌率 
Table 4. Effect of carrageenan treatment 
on the phagocytosis ratio of 
peritoneal macrophages. 
Mice Phagocytosis ratio (%) 
Control 54 
Carrageenan treat 38 
‘ー
100 4 
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0.'9 
250 6・守 +ー  Carrageenel.h treat 
吋 6・4 
~ 
。 10 20 30 
Day 
Fig. 7. Effect of carrageenan treatment on 

the host defense against .4.jumi-
gatus. Carrageenan (0.5mg) was 

administrated intraperitoneal1y 24 

hours before infection (1X106 sp-
ores intravenollsly). 

}司〉一〉」コ  
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Table 5. Phagocytosis ratio by peritoneai 
macrophages in nu/nll ancl nu/+ 
mlce. 
Origin of Phagocytosis 
macrophages ratio (%) 
nu/nu mice 49 
nu/mice 43 
5%スターチー 5%ペプトンで誘導したヌードマウス
とヘテロマウスの腹腔マクロファージと .4.jumigatus 
胞子を培養し，その食菌率を比較した。培養 1時間で，
両者の食菌率はほぼ同じであった (Table5)が， 培養 
15時間に延長すると，両群共，胞子はマクロファージ内
で発芽し，マクロファージを破壊して菌糸を伸ばすこと
が観察された (Fig. 8)。
考 察 
.4.jumigatltsは，健康な宿主に対しては，感染が成
立することは少なく，基礎疾患を有する患者に併発する
傾向があることが知られている1・6h この基礎疾患とし
ては，白血病，ホジキン氏病， リンパ腫，蔵器移植，気
管支拡張症， Chronic granulomatous clisease (CGD) 
などが知られているがのの，体液性免疫や:細胞性免疫の
欠損を指摘した報告は少なく，抗体の欠損が組織侵入型
のアスペノレギ/レス症と関連するという報告17)と，アスペ
ノレギノレス症患者にT細胞数が減少していたという報告1の
があるにすぎない。
胸腺を先天的に欠損するヌードマウスは， T細胞機能
の欠損モデルとして使われ，Li・'steriaや』芝ycobαcte-
riutnの感染に対し， T細胞が宿主防御機構の中で主要
な役割を果たしていることが確められている。筆者は胸
腺欠損が， .4.fll1nigatω 感染に対しどのような影響を
与えるか調べる目的で，ヌードマウスに本菌の静脈感染
を行ない，生存率と各臓器内での菌の発育を胸腺を有す
るヘテロマウスと比較した。 Table1，Table 2に示す
如く，両者には Listeria等に知られているような差は
見い出せなかった。この事実から実験的に静脈感染され
たマウスの ./1.jll1nigatusの排除はT細胞の関与なく
行なわれていると考えられる。他の真菌の Candida 
albicans19)や A.bsidiαcorymbijera20)の感染で、も同様の
結果が得られている。更に病理組織学的にみると，ヌー
ドマウスでは菌糸は脳に接種後 1日目と 3日目に認めら
れた。以後菌要素は認められず，菌の臓器内分布の結果
とあわせて，菌糸は消失していったと考えられる。この
菌糸に対して PMNの反応が顕著であり，時間的にみ
て病巣の炎症の程度が菌糸の消失時に最大になることか
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ら， PMNが脳における防御の主役と考えられる。菌糸
の大きさ，また組織病理像からみて， PMNは食菌によ
らず，細胞外に酵素(ライソゾーム等)を放出して菌に
:障害を与えたと考えられる。これ以後出現する単核の細
胞は修復過程に働くと考えられる。以上の病理組織学的
所見は，ヘテロマウスにおいても顕著な差は認められず， 
i防御機構としてのT細胞はこの実験からは考えられず，
むしろ PMNが主役と考えられる。 またカラギーナン
投与によりマクロファージ機能を阻害すると，A.fa・ 
1Jligatω の静脈感染に対し， 著しくマウスの抵抗性が
失われる事実から (Fig. 7)マクロファージもこの実
験系では A.fumigatusに対する防御機構として働く
ことが示唆された。以上の成績から A.fumigatusの
静脈感染においては， T細胞よりも食細胞が防御の主役
と考えられる。この考えを支持する報告として PMNの
殺菌能を欠損する CGD患者でアスペルギノレス症が多
発すること4・6)21)。この患者では細胞性免疫は正常であ
ること 21九動物実験においてコーチゾン投与によりアス
ベノレギノレス症が起こしやすくなること7・12)があげられ
る。コーチゾン投与の影響は完全に明らかになっていな
いが， PMNやマクロファージの数の減少や遊走阻止
等11)22)23)，食細胞機能の障害が知られている。またこの
薬剤の投与により，A. fiavllsの経鼻感染で肺マクロフ
ァージの殺菌能が10〉，また同菌の腹腔内感染で腹腔内マ
クロファージの殺菌能が尺それぞれ減少すると報告さ
オもている。
腹腔内マクロファージの A.fumigatus胞子に対す
る invitroの作用は，食菌率においてヌードマウス，
ヘテロマウスの間に差はなく (Table 5)。筆者の用い
た条件ではすでにマウスにおいて報告されている24)よう
に食菌された胞子の発芽を阻止する作用はマウスのマク
ロファージにも認められなかった (Fig. 8)。マクロフ
アージの A.fumigatusに対する殺菌作用については
実験条件の改良，他のマクロファージ (Kupfercell 
等)の使用等，更に詳細な検討が必要と恩われる。一方 
PMNについては近年ヒト PMNの A.fumigatus菌
糸に対する障害作用が報告され25Lこの細胞が宿主防御
埼情の中で主要な働きを行うという考えを支持してい
る。以上のことから，A. fl'lnigatusの静脈感染におい
ては， 宿主防御機構として PMNマクロファージなど
の食細胞が主役として働き， T細胞関与の抗体や細胞性
免疫の働きはほとんどないと考えられる。
謝 辞i
本研究を遂行するにあたり.御指導を賜わった新井正
教授，相IJ}]言を賜わった宮治誠教授，西村和子助教授，
数々の制l援助を惜しまれなかった当教室の皆保，特に横
山耕治教務員，加治晴夫技官，矢沢勝清技官，中垣千日英
技官に感謝の意を表する。
本論文の要旨は第21回医真菌学会総会において一部発
表した。
本論文は審査学位論文である。 
SUMMARY 
1n order to elucidate the mechanisms of op-
portunistic fungal infections，congenitally athy-
mic (nude) mice and phenotypically normal litter-
mates were inoculated intravenously 1 X106 spores 
of AspeJ宮山ω fumigatusK・2strain，which has 
been isolated from a patient and has a tendency 
of invacling into the brain. Almost all mice of 
both groups survivecl until 30 days after the 
infection. Fungal elements were detectecl in 
the brain，kiclneys，liver ancl spleen until12 clays 
after infection. Fungal cel1s in the brain increa-
secl by 5 days but， thereafter， the number 
clecreased in both groups in a similar manner. 
Histopathological examination revealecl that PMN 
1n五ltrationin the brain was signi五cantin both 
groups. 1t was suggestecl that PMNs were pri-
marily concernecl with the elimination of the 
fungus from the brain. Carrageenan treatment 
suppressecl the host clefense barrier against the 
fungal infection. Experimental infection of 11. 
fUJJligαtus to nucl~ mice as comparecl wi th to 
normal mice thus suggestecl an important role of 
PMNs ancl macrophages but not of T cells for 
the host defense mechanisms against this fungal 
infection. 
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図説明 
Sectioll of brain from llu/nu mouse 1 day after infectioll. Formation 

of microabscesses is seen (A). H.E. X 160 

Sectioll of brain from llu/nu mouse 1 day after infection. Note form-
ation of microabscesses (A) around fl1ngal hyphae (B) P AS X 400 

Section of brain from nu/nu mouse 3 days after infection showing 

an increase in microabscesses. P AS X 63 

Section of brain from nu/十 mOl1se7 clays after infection. PMNs ag-
gegated (A) are surrounded by mononuclear cells (B). PAS X 63 

Section of liver of nu/+ mouse 1 day after infection. Formation of a 

microabscess is seen (A) H.E. X 160 

Section of kidney from nu/nu mouse 3 days after infection. Abunclant 

fungal hyphae can be seen. (A). PAS X400 

Hyphae of A. jll'lnigatus growing after phagocytisizec1 by mouse per-
itoneal marcrophages. Gimza X 400 

